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研究成果の概要（和文）：p62遺伝子欠失（p62-KO）マウスは過食肥満により単純性脂肪肝を発症する．このマ
ウスに高脂肪食を摂餌させると高度の炎症・線維化を伴う脂肪性肝炎（NASH）を発症した．そのメカニズムとし
て，p62が肝の遊離脂肪酸（FFA）の代謝に関わり，p62-KOマウス肝では細胞内のFFAとfatty acyl-CoAの不均衡
が生じている可能性が示唆され，その原因としてp62欠失によるlipophagyが関わっていることも推測された．今
後，肝細胞特異的p62レスキューマウスの表現型を比較解析し，p62ノックアウト肝細胞を併用しながら，p62と
FFA，lipophagyの関連を探求していく予定である．
研究成果の概要（英文）：We generated p62 knockout (p62-KO) mice and demonstrated that these mice 
developed to simple steatosis in the livers by the obesity induced by hyperphagia. Moreover, we 
found that p62-KO mice developed to steatohepatitis with severe steatosis, inflammatory and fibrosis
 in the livers induced by 60% high fat diet (HFD). We supposed the mechanism for the development of 
steatohepatitis in p62-KO mice fed HFD that p62 influenced free fatty acid (FFA) metabolism and 
resulted in unbalance between FFA and fatty acyl-CoA in the hepatocytes. Futhermore, deletion of p62
 may be related the failure of “lipophagy”, important system for lipid and FFA metabolism. We plan
 to compare between p62-KO and p62 gene rescued mice in hepatocytes, and p62 knockout hepatocytes 
and WT hepatocytes. And we will research the detail of mechanism for development of NASH and the 
contribution of p62 focused on the FA metabolism and lipophagy in the near future.
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１．研究開始当初の背景	
(1) 肥満者の約 3 割は非アルコール性脂肪性
肝 疾 患 （ Nonalcoholic fatty liver disease; 
NAFLD）と称される脂肪肝を伴う慢性進行性
の肝障害に罹患している．NAFLD の 10-20%
には肝硬変，肝癌へ進行する Nonalcoholic 
steatohepatitis（NASH）が含まれ，積極的な医
療介入が必要である． 
(2) 単純性脂肪肝を基に炎症，線維化を来す
NASH への進展機序は未解明である．全身の
脂肪酸代謝異常による肝細胞への脂肪沈着，
脂肪毒性に加え，腸内細菌叢異常，内臓脂肪
からの炎症シグナル，小胞体ストレスや酸化
ストレスなど肝のみならず全身の多様な因
子が関与する「Multiple parallel hits hypothesis」
が提唱され支持されている（Hepatology, 
2010）． 
(3) NASH の発症進展メカニズムを探索する
ためには良質な動物疾患モデルが必要不可
欠である．しかし，従来の NASH 病態動物は，
肥満を伴わない，若年時から急激に病変が進
展するなど，ヒトの病態とは乖離していた． 
(4) 我々は過食肥満を来す p62 遺伝子欠失マ
ウスに高脂肪食を投与すると，比較的短期間
（16 週）で強い肝炎症・線維化を伴う NASH
を発症することを見出した．このモデルはヒ
ト NASH に類似し，単純性脂肪肝から経時的
に NASH を発症し，肝硬変し進行していく.  
	
２．研究の目的	
(1) ヒト NASH に類似する高脂肪食投与 p62
遺伝子欠失マウスを用いて，p62 を介した
NASH 発症メカニズムを探索する． 
(2) NASH 発症機転における p62 の脂肪酸代
謝および小胞体ストレス応答における機能
と役割を解析する．  
	
３．研究の方法	
(1) 動物実験：5 週齢の野生型（WT）および，
p62 遺伝子欠失（p62-KO）マウスに 60%高脂
肪食 (HFD)を摂餌させ，体重変化を記録した．
HFD摂餌 4, 8, 12, 16週後のマウスより，血液，
肝臓，腸管，内臓脂肪を採取した．対照は通
常食摂餌マウスとした． 
(2) 肝病理学的評価：肝組織について HE 染
色および Sirius red 染色を行い，脂肪性肝炎の
病勢を脂肪化，炎症，線維化の観点より SAF 
score によって評価した． 
(3) 生化学的検討：AST, ALT, triglyceride (TG), 
LDL cholesterol (Cho), HDL-Cho, non-esterified  
fatty acid (NEFA)を測定した（オリエンタル酵
母へ測定を依頼した）． 
(4) 肝の炎症・線維化シグナル活性化：各種
マウスの肝組織から mRNA を抽出し，定量的
PCR で炎症および線維化シグナル（TNF-a，
IL-1b，TGF-b1, a1 procollagen）を解析した． 
(5) 肝の脂肪酸代謝：各種マウスの肝組織か
ら mRNA を抽出し，定量的 PCR で肝の脂肪
酸代謝に関わる因子（CD36, FAS, Them2, 
ACSL1, PPARa，PPARg, MTP, PGC1a, HTGL, 
CPT-1, UCP2）を解析した． 
(6) 肝の小胞体ストレス応答シグナル活性
化：各種マウスの肝からタンパクを抽出し，
immunoblot で小胞体ストレス応答シグナル
（CHOP）を解析した． 
(7) 肝細胞の p62 ノックアウトによる脂肪酸
代謝における p62 の機能解析：p62 の脂肪酸
代謝における機能を明らかにするために
CRISPR/Cas9 システムを用いてマウス肝細胞
Hepa1-6 の p62 をノックアウトした． 
(8) 肝細胞特異的 p62 レスキューマウスの作
製：p62 遺伝子の第 2 イントロンに、LoxP 配
列で挟まれた転写終結シグナルおよび polyA
付加シグナル配列を挿入したノックインマ
ウス（p62KI/KI）を作製する（この p62KI/KI マウ
スは，全身で p62 遺伝子が欠損している）．
次に，肝細胞特異的に p62 の発現をレスキュ
ーするために，上記 p62KI/KI マウスを，肝細胞
特異的に Cre リコンビナーゼを発現する
Albumin-Cre マウスと交配する．これにより
生まれる仔は，Cre が発現する肝細胞でのみ
LoxP で挟まれた転写終結シグナルおよび
polyA 付加シグナルが除去されるため，p62
の発現が肝細胞特異的にレスキューされる． 
	
４．研究成果	
(1) p62-KO マウスは HFD 摂餌により重症の
脂肪性肝炎を発症する：p62-KO は HFD 摂餌 
により WT よりも 高度の肥満を
呈した（図 1）．
更に，WT マウ
スより早期に
肝の脂肪化が
出現し，それ
に引き続いて
肝小葉の炎症と
線 維 の 伸 び だ
し・線維化の進行が認められた（図 2）．当初
HFD 摂餌は 24 週間を予定していたが，16 週
の時点で p62-KO マウスの一部は偽小葉が完
成し，肝硬変像を呈していた． 
 
 
(2) p62-KO マウ スは強い肝
障害を来す：血液生化学検査では，p62-KO
で WT よりも有意な AST, ALT の上昇を認め，
より強い肝障害が認められた．一方，血中の
脂質は，TG, FFA の基礎値は p62-KO はで軽
度上昇していたものの，HFD 摂餌群では
p62-KO と WT 群で大きな差は認められなか
った
（図 3）． 
 
 
 
(3) p62-KO マウスでは，肝の炎症・線維化シ
グナルの強い活性化が認められる：HFD 摂餌
p62-KO は約 8 週で肝 TNF-a，IL-1bの mRNA
が有意に増加し，経時的に増悪した．線維化
シグナルについては，HFD 摂餌 p62-KO マウ
スにおいて軽度の TGF-b1 発現増加, 高度の
a1 procollagen発現増加が認められた（図 4）． 
 
 
 
 
(4) p62-KO マウスで
FFA と fatty acyl-CoA 代謝の不均衡が惹起さ
れる：p62-KO マウスでは，肝細胞の FFA の
細胞外からの取り込み（CD36），内因性脂肪
酸合成（FAS），中性脂肪合成（PPARg），脂
肪融解（PGC1a, HTGL），VLDL 分泌（MTP）
について，WT マウスと mRNA 発現の大きな
差は認められなかった．一方，FFA を fatty 
acyl-CoA へ代謝する Them2 が p62-KO マウス
で有意に発現が増加し，逆に fatty acyl-CoA 
を FFA へ代謝する ACSL1 の発現が p62-KO
マウスで有意に発現が低下していた．更に，
fatty acyl-CoA をミトコンドリア内へ移送し
脂肪酸b酸化の原料として供する CPT-1 の発
現も p62-KO マウスで有意に発現が低下して
いた（図 5）．これらの結果は，p62-KO マウ
スでは，FFA と fatty acyl-CoA 代謝の不均衡
が存在することを示唆し，p62 の欠失が FFA
の代謝・合成を阻害している可能性が示唆さ
れた． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(5) p62-KO マウスで は，強い小胞体ストレス
応答シグナル活性化が認められる：HFD 摂餌
p62-KO では約 16 週で CHOP のタンパク発現
増加が認められ，強い小胞体ストレス応答が
惹
起
さ
れ
て
い
た
（図 6）．今後は，細胞レベルで p62 遺伝子発
現との関与を検討予定である. 
 
 
 
 
 
 
 
 
(6) p62 の脂肪酸代謝における機能：当初は初
代培養肝細胞を WT マウスおよび p62-KO マ
ウスより分離して比較解析を行う計画であ
ったが，分離を予定した 8 週齢の時点で
p62-KO では既に全身の炎症が軽度ながら存
在し，初代培養肝細胞がその影響を受け p62
遺伝子発現の有無を純粋に評価できない可
能性があった．このため，マウスの正常肝細
胞である Hepa1-6 細胞の p62 を CRISPR/Cas9
システムを用いてノックアウトし実験に使
用することとした（現在作製中）．今後この
細胞を用いて p62 の肝細胞における脂肪酸代
謝における役割を解析する予定である． 
(7) 肝細胞特異的 p62 レスキューマウスの作
製：全身での p62 遺伝子欠損下において，肝
細胞特異的に p62 の発現をレスキューするた
めの p62KI/I-マウスの作製が完了した．現在肝
細胞特異的に Cre リコンビナーゼを発現する
Albumin-Cre マウスと交配している．今後，
肝細胞特異的 p62 レスキューマウスを繁殖し
て HFD を摂餌させ，経時的に肝病理組織像
を p62-KO マウス，野生型マウスと比較解析
する予定である．  
 
	 以上の研究から，①p62-KO マウスに HFD
を摂餌させると比較的短期間に高度の脂肪
性肝炎を発症した，②この脂肪性肝炎では，
高度の肝障害を来し，肝組織における炎症・
線維化シグナルの強い活性化が認められた，
③脂質代謝のうち，特に FFA の代謝経路に不
均衡が認められた，④p62-KO マウスでは小
胞体ストレス応答も高度であった，という結
果を得た．p62 は autophagy に必要な因子であ
ることが既に知られているが，最新の知見で
は脂肪滴（中性脂肪）を FFA へ分解する
“lipophagy”に関与することも示されており，
p62 遺伝子欠損が lipophagy 障害を通じて，
FFA 代謝に影響を与え，肝脂質蓄積から脂肪
性肝炎を悪化させることが推測された．今後，
p62 をノックアウトした肝細胞および肝臓特
異的 p62 レスキューマウスの表現型を比較解
析し，p62 と脂質代謝異常，lipophagy 異常へ
の関連を探求していく予定である． 
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